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技术 方法 

PCR 毛细 管 电 泳 法 检测 嗜 水 气 单 胞 菌 gyrB 和 16SrRNA 基因 : 
溺死 诊断 方法 
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摘要 :目的 建立 嗜 水 气 单 胞 菌 gyrB 和 16SrRNA 基因 PCR 毛细 管 电泳 检测 方法 ,探讨 它们 在 淡水 溺死 诊断 中 的 应 用 价值 。 方 
法 提取 人 、18 种 浮游 生物 (白色 念珠 菌 \ 嗜 水 气 单 胞 菌 及 16 种 藻类 ), 以 及 经 微波 消解 -真空 抽 滤 -电镜 扫描 法 检测 过 的 30 例 尸体 
(其 中 生前 淡水 溺死 28 例 ,陆地 自然 死亡 2 例 ) 的 组 织 样本 的 DNA( 肺 . 肝 、 肾 各 1 份 / 例 ) ,分 别 使 用 引物 AH(gyrB 基因 ) 及 引物 
Ah(16SrRNA 基因 ) 进 行 扩 增 , 扩 增 产物 用 毛细 管 电泳 法 检测 。 结 果 人 .白色 念珠 菌 .16 种 藻类 DNA 扩 增 后 毛细 管 电泳 检测 结 
果 均 为 阴性 ,而 嗜 水 气 单 胞 菌 结果 均 为 阳性 ,其 产物 大 小 分 别 为 195 bp,350 bp。 分 别 利 用 引物 AH 和 Ah 对 28 例 淡 水 溺死 尸体 
样本 肺 、 肝 、 肾 进行 PCR 毛 细 管 法 进行 检测 , 嗜 水 气 单 胞 菌 的 检 出 率 :AH 分 别 为 96.4%,71.4%,60.7%;Ah 分 别 为 75.0%,42.9%， 
32.1% ,计算 得 到 溺死 者 的 体循环 脏 器 中 嗜 水 气 单 胞 菌 检验 的 总 阳性 率 分 别 为 82.1% ,53.6% ,2 例 陆地 自然 死亡 案件 尸体 样本 检 
测 结果 均 为 阴性 。 两 对 引物 A 了 与 Ah 对 嗜 水 气 单 胞 菌 检 出 率 有 显著 性 差异 (P<0.05)。 结 论 PCR 毛细 管 电泳 法 检测 嗜 水 气 单 
胞 菌 gyrB 基因 用 于 诊断 淡水 溺死 灵敏 度 较 高 ,可 作为 诊断 的 辅助 性 方法 ; 联 用 16SrRNA 基 因 可 提高 该 菌 的 检 出 率 , 增 强 
MD-VF-Auto SEM 法 诊断 淡水 溺死 的 证 据 力 。 
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Abstract: Objective To establish a method for diagnosis of freshwater drowning by amplifying gyrB and 16S rRNA genes of 
Aeromonas hydrophila using PCR coupled with capillary electrophoresis (CE). Methods DNA samples were extracted from 
human, 18 planktons (including Candida albicans, Aeromonas hydrophila, and 16 species of algae), and 30 cases of tissue 
samples (including the lung, liver, and kidney, all examined with microwave digestion-vacuum filtration-automated scanning 
electron microscopy) from human cadavers, including 28 freshwater drowning victims and 2 with natural death. The DNA 
samples were amplified with the primer AH (for gyrB gene) and primer Ah (for 16S rRNA gene), and the products were 
analyzed with CE. Results PCR amplification followed by CE yielded negative results for DNA of human, Candida albicans and 
16 species of algae, whereas a positive result was found for Aeromonas hydrophila DNA with PCR products of 195 bp (with 
primer AH) and 350 bp (with primer Ah). In the 28 drowning cases, the detection rates of Aeromonas hydrophila using primer 
AH were 96.4% in the lung tissue, 71.4% in the liver tissue, and 60.7% in the kidney, as compared with the rates of 75.0%, 
42.9%, and 32.1% using primer Ah, respectively The positive rates for Aeromonas hydrophila in the organs of the drowning 
Victims were 82.1% and 53.6% with primer AH and primer Ah, respectively. The detection showed negative results in the 2 
cases of natural deaths. The two primers produced significantly different detection rates of Aeromonas hydrophila (P<0.05). 
Conclusion PCR coupled with CE for detecting gyrB gene of Aeromonas hydrophila has a high sensitivity in assisting a diagnosis 
of freshwater drowning. Detection of both the gyrB gene and 16S rRNA gene of Aeromonas hydrophila can yield more 
convincing evidence of the diagnosis of freshwater drowning. 
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目前 ,法 医学 鉴定 溺死 的 方法 主要 包括 尸体 放 检 、 。” 硅 藻 检验 以 及 浮游 细菌 检验 等 "。 其 中 剖 检 尸体 鉴定 
溺死 主要 依据 一 些 清 死 的 典型 特征 进行 判断 ,包括 逝 者 
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法 存在 操作 过 程 危 险 、 离 心 时 造成 硅 藻 损失 和 灵敏 度 低 
等 不 足 ”。 微 波 消 解 -真空 抽 滤 -电镜 扫描 法 可 以 明显 提 
高 硅 滞 检验 的 特异 性 及 硅 灌 检 出 率 ,该 法 有 助 于 对 硅 汇 
进行 定量 和 定性 检测 和 推断 沅 死 地 点 等 %。 但 是 ,此 法 
尚 存 在 着 操作 者 水 平 要 求 较 高 .设备 昂贵 及 检验 耗 时 较 
长 等 不 足 。 因 而 ,人 研发 其 他 溺死 相关 浮游 生物 的 检测 方 
法 , 补 强 溺死 的 诊断 鉴定 手段 ,为 准确 快速 判断 淡水 沅 
死 提 供 辅 助 依据 有 重要 意义 。 

随 着 分 子 生物 学 的 发 展 ,PCR 检测 浮游 生物 用 于 
诊断 溺死 具有 快速 便捷 、 特 异性 强 等 优点 ,如 人 徐 曲 谢 “等 
提取 硅 藻 DNA 时 使 用 磁性 纳米 粒子 ,提高 PCR 检 出 硅 
藻 的 阳性 率 , 余 政 梁 ”等 使 用 PCR 技 术 检 测 溺 亡 实验 
免 组 织 器 官 中 微 藻 的 种 类 ,一 个 工作 日 内 便 可 得 到 检验 
结果 。 但 是 我 国 尚未 开展 使 用 嗜 水 气 单 胞 菌 诊断 溺死 
的 相关 研究 。 哮 水 气 单 胞 菌 (4eromonas hydrophila) 是 
一 种 体积 小 (0.2~2.0 hm) .主要 分 布 于 淡水 水 体 的 浮游 
生物 ,对 于 溺水 者 来 说 ,在 其 人 水 过 程 中 该 菌 会 随 渭 液 
进入 其 呼吸 系统 ,并 随 血 液 循 环 到 达 人 体循环 器 官 
内 。 本 实验 使 用 针对 该 菌 gyrB 基因 和 16SrRNA 基 
的 两 对 特异 性 引物 ,采用 PCR 毛细 管 电泳 检测 分 析 ， 
在 对 18 种 标准 浮游 生物 提取 DNA 检 验 的 基础 上 ,以 期 
建立 淡水 溺死 受害 者 脏 带 样本 中 的 嗜 水 气 单 胞 菌 分 子 
生物 学 检验 方法 ,为 该 菌 作为 淡水 溺死 鉴定 的 辅助 指标 
黄 定 实验 基础 ;同时 ,有 助 于 提高 确定 水 中 尸体 死因 时 
效 性 ,在 案件 侦破 中 有 较 好 的 应 用 前 景 。 


1 材料 和 方法 
1.1 仪器 与 试剂 
VeritiTM96 孔 热 循 环 仪 (美国 AB),3130 毛细 管 电 
泳 仪 (美国 AB ) ,恒温 混 勾 仪 (珠海 博 迈 杰 生 物 科 技 有 限 
公司 ), 涡 旋 振 荡 器 (美国 SD ,台式 离心 机 (德国 Sigma)。 
PowerSoil™ DNA Isolation Kit 试 剂 盒 购 自 深 圳 安 
必 胜 公司 ,20 mg/mL 和 蛋白 酶 KQiagen 公 司 ) ,Premix 
Taq 酶 (Takara 公 司 ), 甲 酰胺 (美国 AB),CC5ILS500( 美 
国 AB)。 
1.2 样本 收集 
1.2.1 衣 藻 (Chlamydomonas) 、 土 壤 江 (Soil algae) 、 四 列 
藻 (Tetraselmistetrathele) . 假 鱼 腥 藻 (Pseudanabaena sp)、\ 
骨 条 藻 (Skeletonema) 、 脆 杆 藻 (Fragilaria sp) 、 满 江 红 鱼 
腥 荡 (4Anabaena azollae) 、 扁 汇 (Tetraselmis) 、 舟 行 藻 
(Navicula sp) 、 小 环 灌 (Cyclotella sp) 、 萎 形 藻 (Nitzschia 
sp) 、 针 杆 汇 (Synedra radians) 、 直 链 藻 (Melosira 
varians) 、 侍 其 金 藻 (Chlorella) 等 的 标准 藻 株 均 购 自 中 
国 科学 院 水 生生 物 研 究 所 ; 微 圳 荡 (Microcystis) .小 球 藻 
(Distephanus) 的 标准 汇 株 购 自 紧 南 大 学 赤潮 与 水 生生 
物 学 研究 中 心 ;白色 念珠 菌 (Candida albicans) 和 嗜 水 气 
单 胞 菌 (4eromonas hydrophila) 的 标准 菌株 购 自 广东 省 
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微生物 研究 所 。 
1.2.2 30 份 尸体 组 织 样本 ( 肺 \ 肝 、 肾 ) 及 样本 的 MD- 
VF-Auto SEM 法 检验 结果 由 广州 市 刑事 科学 技术 研 
究 所 提供 ,其 中 淡水 溺死 尸体 28 例 ,陆地 自然 死亡 尸体 
2 例 。 分 别 取 各 样本 肺 肝 、 肾 组 织 0.5 g 作 为 PCR 法 检 
验 样本 。 包 括 肺 在 内 , 按 至 少 在 尸体 的 肝 或 凤 任 一 组 织 
中 检 出 嗜 水 气 单 胞 菌 ,计算 嗜 水 气 单 胞 菌 检验 的 总 
阳性 率 (%)。 
1.3 洽 类 、 细 菌 及 尸体 样本 DNA 提 取 

参照 文献 [8] 的 方法 ,将 含有 省 类 与 细 贡 标准 株 
液体 各 0.5 mL 分 别 加 入 PowerBead 管 中 ; 将 各 组 织 
样本 0.5 g 剪 碎 加 入 PowerBead 管 中 , 加 入 10 由 和 蛋白 
酶 K(20 mg/mL) , 置 恒 温 混 匀 仪 55 % ,2 h 后 , 静 置 
于 -20 % 10 min, 和 98 % ,10 min。 使 用 PowerSoil™ 
DNA Isolation Kit 试 剂 盒 提 取 各 组 织 中 哮 水 气 单 胞 菌 
及 18 种 浮游 生物 标准 株 的 DNA。 
1.4 PCR 扩 增 

使 用 Suto” 和 侥 静 静 ”分 别 报道 的 引物 AH 和 
Ah, 扩 增 嗜 水 气 单 胞 菌 的 gyrB 基因 和 16SrRNA 基 
, 两 对 引物 对 序列 如 下 :AHF:5'-GAACGACGCCT 
ATCAGGAAG-3'; AHR: 5-ACGGAGATAACGGCAA 
TCAG-3', AhF: 5-GGGAGTGCCTTCGGGAATCAG 
A-3'; AhR:5-TCACCGCAACATTCTGATTTG-3'。 正 
回 引 物 5 端 均 以 FAM 奖 光标 记 , 引 物 由 上 海 生 工 生 
物 工程 技术 服务 有 限 公 司 合成 。PCR 扩 增 总 体系 为 
20 huL, 内 含 10 pL Premix Taq 酶 ,上 下 游 引 物 各 0.75 pL 
(10 pmol/L) ,7.5 LL 去 离子 水 ,1 册 模 板 DNA。PCR 
热 循环 参数 分 别 为 :94 %C 10 min;94 %C 40 s,61 %C 30 s， 
72 % 40 s, 共 35 个 循环 ;最 后 72 % ,延伸 10 min; 94 %C 
10 min;94 %C 40 s,63 % 30 s,72 % 40 s, 共 35 个 循环 ; 
最 后 72 % ,延伸 10 min。 
1.5 特异 性 试验 

两 对 引物 分 别 对 18 种 标准 株 和 人 基因 组 DNA 进 
行 PCR 扩 增 , 包 括 衣 洛 .土壤 藻 .四 列 藻 、 假 鱼 胆 藻 、 骨 条 
藻 , 脆 杆 藻 ,满江红 鱼 腥 藻 、 遍 藻 、 髓 行 藻 .小 环 藻 菱形 
漂 .、 针 杆 汪 、 直 链 漂 、 硅 其 金东 、 微 圳 党 .小 球 东 .白色 食 
珠 菌 . 嗜 水 气 单 胞 菌 、 人 基因 ( 女 )、 人 基因 ( 男 )。 
1.6 毛细 管 电泳 检测 

PCR 扩 增 后 的 产物 使 用 毛细 管 电泳 技术 检测 分 析 。 
9 HL 甲 酰胺 ,1 pL ILSCC500 内 标 ,1 LL PCR 产 物 混合 后 
作为 毛细 管 电泳 上 样 样本 。 
1.7 产物 测序 

随机 选取 引物 AH 和 Ap 检测 阳性 的 体循环 脏 器 样 
本 各 1 份 ,委托 上 海 生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公 司 进 
行 测序 ,测序 结果 与 NCBI 数 据 库 (http://blast.ncbi.nlm. 
nih.gov/Blast.cgi) 比 对 分 析 。 
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1.8 统计 学 分 析 

采用 SPSS22.0 统 计 软件 进行 统计 分 析 。 引 物 AH 
和 引物 Ah 两 种 检验 方法 的 比较 使 用 独立 7 了 检验 ,Ps 
0.05 为 差异 具有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 引物 的 特异 性 验证 

使 用 AH 及 Ah 两 对 引物 分 别 扩 增 16 种 还 类 、 人 \ 白 
色 念 珠 菌 及 嗜 水 气 单 胞 菌 DNA, 并 将 PCR 产物 进行 毛 
细 管 电泳 检测 。 结 果 表 明 , 仅 以 嗜 水 气 单 胞 菌 标准 株 
(Ceromonas hydrophila) 基 因 组 DNA 为 模板 ,上 述 2 对 
引物 扩 增 得 到 了 相对 分 子 质量 为 195 bp 的 gyrB 基 因 及 
350 bp 的 16STRNA 基因 ,该 结果 与 预期 结果 相符 ;而 
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人 、16 种 灌 类 以 及 白色 念珠 菌 的 DNA 扩 增 后 ,未 检 出 阳 
性 片段 ,表明 两 对 引物 均 具 有 良好 的 物种 特异 性 。 
2.2 PCR 毛 细 管 电泳 法 与 MD-VF-Auto SEM 法 检测 30 
份 尸 体 组 织 样本 的 结果 

30 例 案件 尸体 的 组 织 样本 提取 DNA 后 ,使 用 引物 
AH 及 Ah 进行 PCR 扩 增 和 和 毛细管 电 泳 检 测 ,同时 比较 
MD-VF-Auto SEM 法 的 检验 结果 ,其 中 体循环 脏 需 的 
检验 结果 见 表 1。MD-VF-Auto SEM 法 结果 表明 :案件 
1 和 16 的 死者 为 陆地 自然 死亡 ,其 肺 肝 、 肾 中 硅 藻 检测 
结果 均 为 阴性 ;其 余 28 例 案件 死者 为 淡水 溺死 ,经 对 脏 
器 样本 的 硅 汇 检测 ,结果 均 为 阳性 ,计算 得 到 溺死 者 脏 
器 硅 藻 检验 的 总 阳性 率 为 100%。 


表 1 PCR 毛细 管 电泳 法 检测 尸体 体循环 脏 器 样本 中 的 嗜 水 气 单 胞 菌 与 MD-VF-Auto SEM 法 检测 体循环 脏 器 样本 中 的 藻 


类 检测 结果 


Tab.1 Results of PCR CE for detecting Aeromonas hydrophila and MD-VF-Auto SEM for detecting algae in the lungs, liver and 


kidneys of the 30 cadavers 


Result Result 

Case Number Case Number 

SEM AH Ah SEM AH Ah 
1 N(0) N N 16 N(0) N N 
2 D(4) D N 17 D(6) D D 
3 D(12) D N 18 D(70) D N 
4 D(16) N D 19 D(7) N N 
9 D(1) D D 20 D(9) D N 
6 D(63 ) D N 21 D(20) D D 
7 D(6) D D 22 D(6) N N 
8 D(7) D D 23 D(43) D D 
9 D(5) D D 24 D(17) D N 
10 D(3) D D 25 D(49) D D 
11 D(15) N N 26 D(3) D N 
12 D(6) D D 27 D(5) N N 
13 D(2) D D 28 D(3) D N 
14 D(37) D D 29 D(1) D D 
15 D(7) D N 30 D(8) D D 


D: Detected; N: Not detected; Figure in brackets means the number of diatom in body viscera. 


PCR 毛细 管 电泳 法 检验 结果 表明 :案件 1 和 16 死 
者 样本 检验 均 为 阴性 ,而 其 余 28 例 淡水 溺死 尸体 的 肺 、 
肝 、 红 脏 需 样本 ,引物 AH 进行 PCR 检测 后 , 嗜 水 气 单 胞 


菌 检 出 率 分 别 为 96.4% ,71.4% ,60.7% ;引物 Ah 进行 
PCR 检测 , 嗜 水 气 单 胞 菌 的 检 出 率 分 别 为 75.0%， 
42.9% ,32.1% ,计算 得 到 溺死 者 体循环 脏 器 中 嗜 水 气 
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单 胞 菌 检验 的 总 阳性 率 分 别 为 82.1% ,53.6% 。 在 溺死 
尸体 体循环 脏 器 中 ,引物 AH 对 嗜 水 气 单 胞 菌 的 检 出 
率 均 高 于 引物 Ah 的 检 出 率 。 两 对 引物 检验 渴 死尸 体 各 
种 脏 器 中 嗜 水 气 单 胞 菌 阳性 率 之 间 具 有 统计 学 差异 
(P<0.05)。 
2.3 产物 测序 比 对 结果 

引物 AH 和 Ah 对 体循环 脏 器 样本 DNA 进行 扩 增 ， 
分 别 得 到 195 bp,350 bp 的 扩 增 片段 ,与 嗜 水 气 单 胞 菌 
标准 株 gyrB 基因 ,16SrRNA 基因 的 扩 增 条 带 一 致 。 

PCR 产物 序列 如 下 (AH): 

GCAGACTTGGCCTTCTTGCTGTAGTCCTCTT 
TGTCCATGTAGGAGTTGAGGGTACGGGTCAGCG 
CGGTACGGAAGCCCACCAGGTGGGTGCCGCCA 
TCACGCTGCGGAATGTTGTTGGTGAAGCAGTA- 
CACCCCTTC 

PCR 产物 序列 如 下 (Ah) :GTCGAGTTGCAGA 
CTCCGATCCGGACTACGACGCGCTTTTTGGGAT 
TCGCTCACTATCGCTAGTTTGCAGCCCTCTGTAC 
GCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGCCGT 
AAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCT 
TCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCCTTGAGT 
TCCCACCATTACGTGCTGGCAACAAAGGACAG 
GGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACAT 
CTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAG- 
CACCTGTGTTCTGATTCCCGAGGGCACTCCCA。 

经 引物 AH 扩 增 的 PCR 产 物 测序 序列 比 对 结果 与 
GenBank 中 提交 的 J]X275847、DQ519366、AY987520 
等 gyrB 基因 序列 的 同 源 性 为 96%~99% 之 间 ,说 明 其 为 
嗜 水 气 单 胞 菌 gyrB 的 特异 性 条 带 ;经 引物 Ah 扩 增 的 
PCR 产物 测序 序列 比 对 结果 与 GenBank 中 提交 的 
EF077527、.DQ207728 .DQ990053 等 16SrFRNA 基因 序 
列 的 同 源 性 均 在 99% 以 上 ,说 明 其 为 嗜 水 气 单 胞 菌 
16SrRNA 的 特异 性 条 带 。 


3 讨论 
3.1 嗜 水 气 单 胞 菌 16SrRNA 基因 和 gyrB 基 因 在 溺死 中 
的 利用 价值 

本 文 检测 的 两 个 靶 基 因为 16 SrFRNA 基因 和 促 旋 
酶 (gyrase)B 亚 单位 基因 (gyrB), 是 基于 它们 均 具 有 不 
同 物种 的 高 度 保守 性 ,目前 已 被 作为 不 同 物种 亲缘 关系 
与 进化 关系 的 判定 依据 WH。16SrRNA 基因 几乎 可 以 对 
所 有 的 细菌 进行 属 以 上 的 鉴定 ,是 作为 细菌 系统 发 育 分 
类 的 主要 标志 之 一 下 。 编 码 促 旋 酶 的 gyrB 基因 ,能 满 
足 细 菌 系统 发 育 分 类 的 要 求 申 , 如 Yanez 等 * 分 析 了 53 
株 气 单 胞 菌 的 gyrB 基因 序列 ,结果 表明 ,该 基因 序列 可 
辨别 气 单 胞 菌 属 , 其 种 间 相 似 率 为 86.7%~100% ,而且 
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该 基因 序列 可 区 分 气 单 胞 菌 (Aeromonas sp.) 霍乱 弧 菌 
(V.cholerae) 、 大 肠 杆菌 (E.coli,) 以 及 志 贺 假 单 胞 菌 
(Plesiomonas shigelloedes)。 由 此 可 见 ,gyrB 基因 分 析 适 
用 于 细菌 分 类 和 近 缘 种 鉴定 。 基 于 上 述 原 因 , 本 文选 用 2 
个 相对 保守 的 基因 作为 检测 的 靶 分 子 , 才 有 望 建立 准确 
而 有 效 的 检测 死者 有 关 脏 器 中 嗜 水 气 单 胞 菌 的 方法 。 
3.2 两 对 引物 在 溺死 鉴定 中 的 应 用 价值 

本 文 所 使 用 的 AH 及 Ah 两 对 引物 对 各 样品 进行 
PCR 扩 增 , 结 果 仅 嗜 水 气 单 胞 菌 DNA 得 到 扩 增 产物 ,分 
别 得 到 195 bp,350 bp 的 片段 ,这 一 结果 与 文献 报道 *" 
的 产物 大 小 一 致 ,同时 上 述 引 物 对 人 、 藻 类 ,白色 念珠 菌 
DNA 进行 扩 增 ,结果 均 为 阴性 ,这 表明 本 文 所 使 用 的 两 
对 引物 均 具 有 高 度 特异 性 。 

本 项 研究 中 的 案件 1 和 16 死 者 均 为 陆地 自然 死亡 ， 
两 死者 的 组 织 样本 经 引物 AH 及 Ah 扩 增 和 毛细 管 电泳 
检验 分 析 , 结 果 均 为 阴性 ,与 实际 案情 相符 。 而 用 两 对 
引物 对 其 余 28 例 溺死 尸体 样本 ( 肺 、 肝 、 肾 ) 中 的 嗜 水 气 
单 胞 菌 的 检 出 率 分 别 是 ,AH:96.4% ,71.4% ,60.7%;Ah: 
75.0%,42.9%,32.1%, 计 算得 到 渴 死 者 脏 器 中 嗜 水 气 单 
胞 菌 检 验 的 总 阳性 率 分 别 为 82.1%,53.6%。 结 果 显 示 
引物 AH 的 检 出 率 及 阳性 率 均 高 于 引物 Ah, 两 对 引物 检 
验 溺死 尸体 各 种 脏 需 及 水 样 中 嗜 水 气 单 胞 菌 阳性 率 之 
间 具 有 显著 性 差异 (P<0.05)。 经 软件 Oligo7.0 分 析 , 原 
因 在 于 引物 AH 的 综合 评价 比 Ah 更 好 ,AH 检 出 该 菌 的 
能 力 比 Ah 更 具 优势 。 

案例 4 死者 体循环 脏 器 检验 该 剧 结果 显示 ,引物 
AH 检验 阴性 ,而 Ah 检验 阳性 ,统计 两 对 引物 检验 的 总 
阳性 率 达 85.7% ,与 Uchiyama 等 号 检 验 淡水 溺 亡 者 体 
循环 髓 官 中 气 单 胞 菌 的 总 阳性 率 84.0% 相 比 ,检验 情况 
一 致 。 这 表明 两 对 引物 联合 使 用 诊断 溺死 ,可 提高 该 菌 
在 淡水 溺 亡 者 中 的 检 出 率 。 

在 三 种 脏 咒 中 ,该 菌 在 肺 部 检 出 率 较 肝脏 和 肾脏 的 
检 出 率 高 , 缘 于 浮游 生物 因 水 的 压力 作用 较 易 渗入 尸体 
肺 部 ,所 以 ,如 仅 依 据 肺 部 阳性 结果 是 不 能 判断 溺死 "， 
必须 综合 其 他 体循环 脏 器 的 检测 情况 作出 判断 。 鉴 于 
嗜 水 气 单 胞 菌 主要 在 淡水 中 生存 ,建立 的 检测 方法 主要 
适用 于 淡水 滑 亡 者 ,不 适用 于 海水 或 浴室 溺 记 者 和 非 灞 
亡者 "。 所 以 ,在 判断 刑事 案件 中 水 中 成 体 死因 时 , 需 
综合 分 析 尸 体 体循环 脏 器 嗜 水 气 单 胞 菌 的 检 出 结果 , 方 
可 推断 其 是 否 为 生前 入 水 ( 即 溺水 而 亡 )。 
3.3 PCR 毛 细 管 电泳 法 与 MD-VF-Auto SEM 法 的 比较 

MD-VF-Auto SEM 法 是 目前 硅 汇 检验 中 一 种 较为 
可 靠 的 方法 ” ,检验 结果 表明 :案件 1 和 16 的 陆地 自然 死 
亡 的 死者 肺 肝 、 肾 中 硅 藻 检测 结果 均 为 阴性 ;其 余 28 
例 案件 的 淡水 溺 亡 者 脏 咒 样本 的 检测 结果 均 为 阳性 , 渴 
死者 脏 器 硅 藻 检验 的 总 阳性 率 为 100%。 虽 然 该 法 定 
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性 定量 分 析 准 确 ,但 是 对 组 织 取材 量 较 大 , 肺 组 织 需要 
2 g, 肝 / 肾 组 织 均 需要 10 g, 且 该 法 的 设备 昂贵 ,从 取材 
至 得 到 检验 结果 需要 2 d, 且 每 次 只 能 检验 1 个 案件 中 的 
样本 ( 肺 \ 肝 、 肾 ), 对 操作 者 水 平 要 求 较 高 。 而 PCR 法 具 
有 耗材 量 少 (每 个 组 织 样本 仅 需 0.5 g) ,操作 简便 , 耗 时 
短 (<1 d) 以 及 可 以 同时 进行 多 个 样品 (最 多 96 个 ) 测 定 
等 优点 。 

MD-VF-Auto SEM 法 检测 案例 5,10,13 和 29 的 尸 
体 肝 脏 硅 藻 数 ( 表 1) ,分别 为 1.3、2、1 个 , 检 出 硅 藻 数量 
少 ,不 能 完全 诊断 为 溺死 “” , 当 检验 硅 藻 样本 数量 较 多 
时 (=4 个 /10 g) ,才能 充分 证 明 受 害 者 为 生前 人 水 局 。 
而 PCR-CE 法 检测 嗜 水 气 单 胞 菌 gyrB 基因 验证 上 述 案 
例 的 脏 器 时 ,结果 均 显 示 阳 性 。 因 此 , 当 MD-VF-Auto 
SEM 法 不 能 确定 溺死 ,或 溺死 尸体 样本 中 检 出 的 硅 菠 
数量 较 少 时 (<3 个 /10 g) ,采用 PCR-CE 法 对 嗜 水 气 单 
胞 菌 gyrB 基因 进行 检测 ,可 以 为 判断 淡水 溺死 提供 畏 
助 性 依据 。 

案例 11、19.22 和 27 死 者 的 体循环 脏 器 两 引物 检验 
结果 均 为 阴性 ,是 由 于 在 溺水 地 点 该 菌 的 浓度 低 或 溺水 
地 点 水 温 过 低 所 致 ,这 两 种 情况 均 可 导致 进入 溺死 受害 
者 肝脏 、 肾 脏 中 的 嗜 水 气 单 胞 菌 过 少 , 以致 采 用 
PCR-CE 法 不 能 检验 该 菌 在 体循环 脏 器 中 的 存在 情 
况 。 昌 然 本 研究 所 使 用 的 方法 诊断 溺死 较 MD-VF- 
Auto SEM 法 的 检 出 率 稍 低 , 但 是 本 方法 非常 适 于 建立 
高 通 量 检测 ,检验 过 程 耗 时 短 , 所 需 设备 是 法 医 物证 实 
验 室 通 用 设备 ,技术 操作 简便 ,因而 ,基于 此 方法 提供 淡 
水 溺死 鉴定 的 辅助 指标 对 浮游 细菌 诊断 溺死 具有 重要 

本 文 建立 的 PCR-CE 法 检测 嗜 水 气 单 胞 菌 gyrB 基 
,灵敏 度 较 高 ,所 用 时 间 短 ,操作 简单 ,可 作为 淡水 涡 
死 诊断 的 辅助 性 方法 ,对 泗 死 样本 的 快速 第 选 和 决定 进 
一 步 深 化 检验 有 较 好 前 景 ; 联 用 16SrFRNA 基因 可 提高 
该 菌 在 溺 亡 者 中 的 检 出 率 , 增 强 MD-VF-Auto SEM 法 
检验 淡水 溺死 诊断 的 证 气力。 


TT 
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